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o-Hemocyan in  f rom the  sna i l  He l i x  pomat ia  i s  a  la rge ,
h igh ly  o rgan ized mul t i -subun i t  p ro ï f f i ,  wh ich  possesses  the
a b i l i t y  t o  b i n d  o x y g e n  r e v e r s i b l y .  I n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e
t h e  p r o t e i n  i s  s e e n  a s  a  h o l l o w  c y l i n d e r .  D i s s o c i a t i o n  o f
h e m o c y a n i n  p r o c e e d s  i n  a  s t e p w i s e  f a s h i o n  i n t o  l / 2 - s í z e ,
L / L O - s i z e  a n d  t / 2 O - s i z e  m o l e c u l e s .
T o  u n d e r s t a n d  t h e  b i o l o g i c a l  s y s t e m ,  b a s i c  k n o w l e d g e  o Í
the  s t ruc tu re  o f  the  var ious  aggregat ion  s ta tes  and the i r
i n t e r c o n v e r s i o n s  i s  r e q u i r e d .  T o  t h i s  e n d  a n  i n v e s t i g a t i o n
has  been under taken o f  the  quaternary  s t ruc tu re  and the
d issoc ia t ion- reassoc ia t ion  behav iour  o f  a -hemocyan in  by  means
o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a n d  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .
The l / ] -0 -s íze  molecu les  are  shown to  ex is t  in  two
d l s t i n c t l y  d i f f e r e n t  c o n f o r m a t i o n s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  n a m e d
the C(ompact )  - fo rm and the  f , (oose)  - fo rm (chapter  2 )  ,  TVo
a p p e a r a n c e s  o f  t h e  C - | / L O - s i z e  m o l e c u l e s  a r e  d i s t i n g u i s h a b l e :
a n  
t t a r c  
+  b l o b t t  v i e w  a n d  a  " p a r a l l e l l o g r a m  +  b l o b t t  v i e w .  T h e
s í z e  a n d  s h a p e  o f  t h e s e  C - L / L o - s í z e  m o l e c u l e s  a g r e e  e x c e l l e n t
w i t h  a  d i s s o c i a t i o n  o f  I / 2 - s i z e  m o l e c n l e s  a l o n g  t h e  ( 1 0 , 9 )
h e l i c a l  g r o o v e s  o f  t h e  c y l i n d e r  w a I I  i n  t h e  N l e l l e m a  &  K l u g
m o d e l  o f  t h e  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e .  T h e  5 - f o l d  c o l l a r  o f  t h e
t / 2 - s i z e  m o l e c u l e  i s  d i s t r i b u t e d  e v e n l y  a m o n g  t h e  C - L / L } - s i z e
m o l e c u l e s ,  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  b l o b  i n  t h e  v a r i o u s  a p p e a r a n c e s
T h e  C  - r  L  t r a n s i t i o n  j - s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  d r a s t i c  l o o s e n i n g
o f  t h e  L / L O - s i z e  m o l e c u l e s  t o  à  f l e x i b l e  c l u s t e r  o f  g l o b u l e s
( p r e s u m a b l y  L 4  o r  1 - 6 )  o f  5 5  6 0  R  d i a m e t e r .  T h i s  t r a n s i t i o n
i s  c l e a r l y  a n  i s o m e r i z a t i o n  t o  à  m o r e  a n i s o t r o p i c  r n o l e c u l e ,
s i n c e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  d e t e r m i n e d  b y  e q u i l l b r i u m  s e d i m e n -
t a t i o n  d o e s  n o t  c h a n g e ,  w h e r e a s  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t
d e c r e a s e s  a n d  t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t v  a n d  f r i - c t i o n a l  r a t i o
i n c r e a s e .
T h e  1 / 2 o - s í z e  m o l e c u l e s  a r e  s e e n  a s  a  c l u s t e r  o r  a s  a
f l e x i b l e  I Í n e a r  c h a i n  o f  7  o r  8  g l o b u l e s  o f  5 5  6 0  I  O i a m e t e
These g lobu les  are  in fe r red  to  be  the  min ima l  oxygen b ind ing
un i ts  w l th  a  molecu la r  we igh t  o f  r . r50 ,000 ,  I inked together  by
s h o r t  s t r e t c h e s  o f  t h e  p o l y p e p t l d e  c h a i n .  T V o  d i f f e r e n t  f o r m s
o f  L / 2 O - s i z e  m o l e c u l e s  a r e  d i s t i n g u i s h e d  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i ,
w h i c h  h a v e  b e e n  n a m e d  t h e  F ( a s t ) - f o r m  a n d  t h e  S ( I o w ) - f o r m .
Both  fo rms are  homogeneous components  o f  the  same molecu la r
w e i - g h t  a s  j u d g e d  b y  s o d i u m  d o d e c y l s u l f a t e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l
e l e c t r o p h o r e s i s .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  S - f o r m  i s  t h e  l i n e a :
c h a i n  o f  g l o b u l e s ,  w h e r e a s  Í n  t h e  F - f o r m  t h i s  c h a i n  i s  h e l d
t o g e t h e r  i n  a  m o r e  c o m p a c t  s t r u c t u r e  ( c h a p t e r  4 ) .
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A  s y s t e m a t i c  s t u d y  i s  g i v e n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  p H ,  i o n i c
s t rength ,  tempera ture ,  Cu2*  concent ra t j -on  and oxygen b ind ing
on the  d issoc ia t ion  and isomer iza t i -on  s teps  o f  a -hemocyan in
a t  a l k a l i n e  p H  ( c h a p t e r  4 ) .  D i s s o c i a t i o n  a n d  i s o m e r l z a t í o n
are  promoted by  inc reas ing  the  pH or  the  tempera ture .  Changes
i n  i o n i c  s t r e n g t h  a f f e c t  e a c h  s t e p  d i f f e r e n t l y .  C a l c i u m  i o n s
a r e  e x t r e m e l y  e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  d i s s o c i a t i o n  a n d  i s o m e r -
i z a t i o n  a t  l o w  i o n i c  s t r e n g t h ,  b u t  t h i s  s t a b i l i z i n g  a b i l i t y
d i m i n i s h e s  a t  h i g h e r  i o n i c  s t r e n g t h s .  O x y g e n  b i n d i n g  s h i f t s
t h e  p H - d e p e n d e n t  d i s s o c i a t i o n  o f  w h o l e  i n t o  L / 2 - s i z e  m o l e c u l e s
t o  h i g h e r  p H  w i t h o u t  a f f e c t i n g  t h e  o t h e r  d i s s o c i a t i o n  s t e p s .
I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  s m a l l  d i f f e r e n c e s  i n  l i g a n d  ( O Z ,  H * ,  C a 2 + )
a f f i n i t i e s  o f  t h e  a s s o c i a t e d  a n d  d i s s o c i a t e d  p r o t e i n  a r e
s u f f i c i e n t  t o  g i v e  l a r g e  c h a n g e s  i n  t h e  d i s s o c i a t i o n  s t a t e  o f
t h e  p r o t e i n .
The reassoc ia t ion  behav i -our  o f  1 /LO-s : -ze  and t /ZO-s ize
m o l e c u l e s ,  u p o n  l o w e r i n g  o f  t h e  p H  o r  a d d i t i o n  o f  C a z + L o n s ,
i s  i n v e s t i g a t e d  b y  t u r b i d i t y  m e a s u r e m e n t s  a n d  u l t r a c e n t r i f u -
g a t i o n  ( c h a p t e r  5 ) .  R e a s s o c i a t i o n  o f  L / L O - s i z e  m o l e c u l e s
p r o c e e d s  i n  t w o  p h a s e s ,  w i t h  h a l f - t i m e s  i n  t h e  o r d e r  o f
m i n u t e s  a n d  o n e  h o u r ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s l o w  p h a s e  i s  l i n k e d
to  the  d isappearance o f  t rans i to ry  30  S and 45  S components ,
wh ich  are  presumably  d imers  and te t ramers  o f  I / tO-s íze
m o l e c u l e s .  R e a s s o c i a t i o n  o f  L / z o - s i z e  m o l e c u l e s  d e p e n d s  o n
t h e  i n i t i a l  ( i s o m e r i c )  s t a t e  o f  t h e s e  m o l e c u l e s .  T h e  F - f o r m
c a n  r e a s s o c i a t e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  t o  w h o l e  m o l e c u l e s ,  w h e r e a s
t h e  S - f o r m  d o e s  n o t  r e a s s o c i a t e  a t  a l l .  E v i d e n t l y ,  t h e  F  - '  S
t r a n s i t i o n  o f  L / Z o - s í z e  m o l e c u l e s  i s  i r r e v e r s i b l e .
Ev idence is  g iven  fo r  mic roheterogene i ty  o f  a -hemocyan in
( c h a p t e r  3 ) .  D i s s o c i a t i o n  i s  s h o w n  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  p r o t e i n
c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r a n g e  0 . 1  2 4  m g / m L .  W h o l e ,  t / Z - s í z e  a n d
L/LO-s íze  molecu les  can be  separa ted  by  e i ther  ge l  f i l t ra t ion
or  u l t racent r i fugat ion .  The iso la ted  f rac t ions  do  no t  reequ i -
l ib ra te  and d i f fe r  f rom to ta l  a -hemocyan in  in  pH-dependent
d i s s o c i a t i o n  b e h a v i o u r .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  a - h e m o c y a n i n
cons is ts  o f  a  mic roheterogeneous popu la t ion  o f  very  s imi la r
m o l e c u l a r  s p e c i e s .  I n i t i a l l y ,  e a c h  s p e c i e s  i s  a s s u m e d  t o
u n d e r g o  a  f a s t ,  h i g h l y  c o o p e r a t i v e  a s s o c i a t i o n - d i s s o c Í a t i o n
r e a c t i o n  a t  a  c h a r a c t e r i s t i c  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p H - v a l u e .
However ,  a  hys teres is  i s  observed in  the  pH-dependent  and
C a 2 + - d e p e n d e n t  d i s s o c i a t i o n - r e a s s o c i a t i o n  a t  i o n i c  s t r e n g t h
0 . 1  .  T h i s  Í m p l i e s  t h a t ,  i r i  t h i s  c a s e ,  t h e  s p e c i e s  o f  t h e
microheterogeneous popu la t ion  undergo coopera t ive  i r revers ib le
t r a n s i t i o n s  i n s t e a d  o f  r e v e r s i b l e  t r a n s i t i o n s .  I n d e p e n d e n t
ev idence fo r  mic roheterogene i ty  i s  ob ta Íned f rom revers ib le
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